Phytochemustry, 1973, Vol 12, pp 1983 to 1992 Pergamon Press  Printed 1n England

ETUDE CHIMIOTAXONOMIQUE DANS LES GENRES
MACROTYLOMA, DOLICHOS ET PSEUDOVIGNA

GASTON A DARDENNE et PHILIPPE THONART
Laboratoire de Chimie Organique et Biologique, Faculte des Sciences Agronomiques, Gembloux, Belgique

et

EMILE OTOUL et ROBERT MARECHAL

Laboratoire de Phytotechnie des Regions Chaudes, Faculte des Sciences Agronomiques, Gembloux,
Belgique

(Regu le 31 octobre 1972 Accepté le 1 mars 1973)

Key Word Index—Macrotyloma, Dolichos, Pseudovigna, Leguminosae, acides amines libres et totaux,
dosage, chimiotaxonomie

Abstract—The variations of free, protein and total amino acid contents have been studied in seeds of
Macrotyloma. Dolichos and Pseudovigna The concentrations of free amino acids and of y-glutamylphenyl-
alanine seem to be characteristic of some species and also of some gencra

Résumé—Nous avons etudie les variations des teneurs en acides aminés libres, proteiques et totaux dans les
graines de Macrotyloma, Dolichos et Pseudovigna Les concentrations en acides amines hbres et en y glu-
tamylphenylalanine semblent étre caracteristiques de certamnes especes et ausst d’entites plus importantes
telles que les genres

INTRODUCTION

L’eTupk de la répartition des acides aminés et des dipeptides hbres chez les plantes (Cham-
pignons et graines de Spermatophytes) a été utilisée avec plus ou moins de succés dans des
essals de caractérisation systématique Hememann et Casimir! ont réussi & mettre en
évidence le genre Agaricus Fr sensu stricto par la présence du N-(y-L-glutamyl)-4-hydroxy-
aniline Les acides aminés hibres de certaines espéces des genres Phaseolus L , Lablab Adans,
Dolichos L , Macrotyloma (Wight et Arn ) Verdc et Vigna Savi ont été étudiés par Casimir
et Le Marchand ?

L'acide prpécolique est un élément de différenciation de certaines espéces de Vigna d'ou
il est absent Bell® a aussi découvert de fortes concentrations d’acide pipécolique dans huit
des 10 espéces de Phaseolinae qu’il a étudiées, 1l n’en a décelé dans aucune des especes de
Vigna qu'il a analysées

Au niveau des légumineuses, des études chimiotaxonomiques ont, entre autres, été
réalisées avec Astragalus L * Vicia L ,° Lathyrus L % et Acacia Mill ®

Tous ces travaux ont été entrepris en utilisant comme critére de classification des espéces,
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la présence ou I'absence d’acides ammés ou de dipeptides libres mus en évidence par chro-
matographie bidimensionnelle sur papier ou par électrophorése a haut voltage

Les variations de concentration des actdes aminés protéiques ont été utilisées par Reuter’
comme critére taxonomique Cependant, la présence de tous les acides aminés protéiques
dans tous les organisme végétaux rend leur étude comparative trés difficile Les différences

TABLEAU 1 LISTE DES ESPECES DE Phaseolinae ETUDIEES

Aire de
No Intr Genres et especes Types*  Chromosomes repartition
Groupe Macrotyloma (Wight et Arn) Verdc
43 Macrotyloma uniflorum (Lam ) Verdc C 20 petits Inde
(Dolichos uniflorus Lam)
52 idem (1dem) C 20 petits Inde
72 1dem (idem) C 20 petits Inde
108 idem (D uniflorus Lam var) S 20 petits Australie
256 idem (\dem var uniflorus) C 20 petits Inde
281 idem (idem var umflorus) C 20 petits Inde
110 Macrotvloma axillare (E Mey ) Verdc S 20 petits Afr Trop
(D axilaris E Mey var aallaris) Madagascar
Ceylan
216 wdem (1dem) S 20 petits dem
97 Macrotyloma africanum (Wilczek) Verdc S 20 petits 7
(D africanus Wilczek ex Brenan)
109 wdem (1dem) S 20 petits Togo
Afr ocad
374 wdem (1dem) S 20 petits 2
277 Macrotyloma ellipticum (R E Fr) Verdc S 20 petits Zambie
(D elhpticus R E Fr) Tanzane
Ht Katanga
240 Macrotyloma stenophyllum (Harms) Verdc S 20 petits Afri centr
(D stenophy llus Harms)
Groupe Dolichos L
168 Dolichos glabrescens R Wilczek S 20 grands Ht Katanga
258 Dolichos trilobus L subsp trilobus S 20 grands Afr trop
(D falcatus Klemn ex Willd) orientale
351 Dolichos sericeus E Mey subsp S 20 grands Afr trop
pseudofalcatus Verdc orlentale
(D formosus A Rich var)
357t  Dolichos sericeus E Mey subsp sericeus S 20 grands idem
(D formosus A Rich var)
Groupe Pseudovigna (Harms) Verdc
179 Pseudovigna argentea (Willd ) Verdc S 20 grands Togo, Dahomey

(D argenteus Willd )

Afr orientale

* Types S—sauvage, C—cultive
Yt D sericeus greffe sur D rrilobus (258)

7 REUTER, G (1957) Flora 148, 326
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de concentration observées peuvent étre dues 3 diverses causes qui ne sont pas nécessaire-
ment d’origine génétique La teneur en un acide aminé peut varier, dans une espéce par-
ticuliére, avec I’environnement, le stade de développement de la plante et ausst suivant les
différents organes Jusqu’d présent, le dosage quantitatif des acides ammnés et peptides
libres n’a pas été utilisé pour différencier certaines espéces de Iégumineuses Cependant,

TaABLEAU 2 Poips DE 100 GRAINES ET DOSAGE DES DIFFERENTES FRACTIONS AMINEES (g/100 g8 DE GRAINES)

Especes et No Poids moyen de Matiere ami- Fraction acides Matiére
d’introduction 100 graines nee totale amines hbres protéique
Macrotyloma uniflorum
43 C* 2,94 21,89 1,97 19,92
52 C 3,06 22,40 1,57 20,83
72 C 3,50 17,70 1,48 16,22
108 S 1,02 20,39 1,51 18,88
256 C 1,49 20,76 1,76 19,00
281 C 2,97 21,53 1,88 19,65
Macrotyloma axillare
110 S 1,17 20,50 1,67 18,83
216 S 1,10 28,26 2,24 26,02
Macrotyloma africanum
97 S 0,51 22,77 1,83 20,94
109 S 0,60 21,48 1,76 19,72
374 S 0,85 23,10 1,69 21,41
Macrotyloma ellipticum
277 S 0,90 23,44 1,16 22,28
Macrotyloma stenophyllum
240 S 0,60 20,38 1,07 19,31
Dolichos glabrescens
168 S 6,20 19,12 0,38 18,74
Dolichos trilobus
258 S 2,09 25,86 0,74 25,12
Dolichos sericeus
351 S 2,08 21,21 0,62 20,59
357 S 2,80 17,72 0,97 16,75
Pseudovigna argentea
179 S 5,30 29,87 0,21 29,66

* C—forme cultivée, S—forme sauvage

’analyse par chromatographie sur colonnes & ’aide de I'appareil automatique d’acides
aminés donne des résultats quantitatifs avec une précision suffisante Nous avons appliqué
cette technique au dosage des acides amimés et dipeptides hibres de différentes espéces
de Phaseohinae Il est en effet connu que cette sous-tribu groupe un nombre élevé d’espéces

souvent mal définies; elle pose au systématicien des probiémes ardus.

rHYTO 12/8—X%
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Verdcourt® a subdivisé récemment I'ancien genre Dolichos en trois nouveaux genres
Macrotyloma, Dolichos et Pseudovigna Cette différenciation se base sur un ensemble de
caractéres morphologiques, palynologiques et cytologiques

Otoul® a relevé des différences importantes dans la répartition des acides aminés totaux
de diverses espéces des genres précités (voir Tableau 1)

Nous avons mis en évidence, dans la fraction acides aminés libres de plusieurs espéces de
Macrotyloma et de Dolichos un peptide qut a été 1s0lé et identifié comme étant la y-glutamyl-
phénylalanine ° Il se trouve & une concentration trés importante dans certaines espéces 11
pourrart étre a la base des différences trouvées par Otoul

11 nous a paru intéressant de déterminer la part des acides aminés hibres et du dipeptide
dans les teneurs en acides aminés totaux en vue d’une différenciation taxonomique

RESULTATS ET DISCUSSION
Le Tableau 2 nous donne le poids moyen de 100 graines ainst que les résultats des dosages
de la matiére aminée totale, de la fraction acides aminés libres et de la matiére protéique,
celle-c1 est obtenue par différence des deux premiéres analyses
En ce qui concerne les matiéres aminées protéique et totale, 1l ne semble pas que leurs
valeurs solent caractéristiques des genres ou espéces envisagés Pour la fraction acides

TABLEAU 3 ACIDES AMINES LIBRES EXPRIME

B

$5

S

< §

Acides aminés - A \

No Intr 43 52 72 108 256 281
y-Glutamylphénylalanine 1,23 0,85 0,98 0,98 1,10 1,27
Asparagine 0,16 0,24 0,05 0,05 0,06 0,07
Ac aspartique 0,14 0,13 0,08 0,08 0,08 0,09
Ac glutamique 0,11 0,09 0,12 0,14 0,11 0,16
Phénylalanine 0,05 0,04 0,06 0,05 0,08 0,07
Proline 0,02 0,05 0,03 0,05 0,15 0,02
Glycine 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Alanine 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01
Valine 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Isoleucine 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01
Leucine 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Lysine 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
Histidine 0,03 0,02 0,01 0,03 0,01 0,03
Argimine 0,12 0,09 0,06 0,04 0,07 G,06

* Les valeurs 0,00 indiquent une concentration inférieure 4 0,01 9.

& VERDCOURT, B. (1970) Kew Bull 24, 379
% OtouL, E (1973) Bull Rech Agron Gembloux, sous presse
10 DARDENNE, G A et THONART, PH (1973) Phytochenustry 12, 473
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aminés hbres, celle-c1 est généralement plus importante dans le genre Macrotyloma que dans
le genre Dolichos Pseudovigna se caractérise par une valeur particuliérement faible 11 faut
remarquer ausst qu'il n’y a pas de relation entre les valeurs des diverses fractions aminées et
la forme spontanée ou cultivée du végétal De plus, le poids de 100 grames ne peut étre
considéré comme un facteur déterminant dans les teneurs en acides aminés libres ou totaux

Le Tableau 3 nous montre les pourcentages des acides aminés libres et du dipeptide par
rapport au poids de graines (PCPG) Nous avons également représenté au Tableau 4 les
pourcentages des principaux acides aminés libres et du dipeptide par rapport 4 la matiére
aminée libre (PCAAL) et par rapport a la matiére aminée totale (PCAAT)

Sur tous les résultats obtenus, nous avons testé ’hypothése d’égalité des moyennes des
teneurs de chaque acide aminé des deux populations Macrotyloma et Dolichos Nous
n’avons pas pris en considération le genre Pseudovigna qui est, au point de vue des teneurs
en acides aminés, totalement différent Au niveau de la vanance résiduelle, nous avons
confondu variations inter et intraspécifiques

Nous avons comparé les résultats du test pour un méme acide aminé exprimé par rapport
4 diverses bases de référence (PCPG, PCAAL, PCAAT) Au niveau des acides aminés
libres, le test est hautement significatif pour la y-glutamylphénylalanine quelque soit le mode
de représentation Pour la phénylalanine, ’arginine, I'acide aspartique et ’acide glutamique,
I’analyse de la variance donne des résultats trés différents suivant le mode d’expression

EN POUR CENT PAR RAPPORT AU POIDS DE GRAINES*
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110 216 97 109 374 277 240 168 258 351 357 179

1,49 1,19 1,10 1,04 1,03 0,79 0,21 0,03 0,05 0,31 0,36 0,00
0,04 0,16 0,12 0,11 0,10 0,06 0,09 0,02 0,00 0,04 0,25 0,05
0,04 0,07 0,10 0,14 0,11 0,03 0,06 0,05 0,04 0,01 0,02 0,07
0,10 0,14 0,16 0,21 0,16 0,11 0,10 0,09 0,20 0,04 0,07 0,08
0,13 0,06 0,12 0,09 0,08 0,04 0,02 0,01 0,01 0,03 0,02 0,00
0,02 0,02 0,08 0,04 0,04 0,00 0,20 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00
0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00
0,04 0,03 0,01 0,00 0,02 0,00 0,01 0,01 0,00 0,03 0,02 0,00
0,03 0,13 0,04 0,05 0,04 0,06 0,33 0,14 0,36 0,12 0,16 0,00

* Les concentrations en glutamine, sérine, thréonine, methionine et tyrosine sont toutes inférieures 4 0,01 %
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TABLEAU 4 POURCENTAGE DES PRINCIPAUX ACIDES AMINES LIBRES PAR RAPPORT

s
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S
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b

Acides aminés - A -

No Intr 43 52 72 108 256 281
y-Glutamylphénylalanine* 65,06 5591 69,57 67,44 6509 70,57
5,63 3,80 5,57 4,78 5,28 5,90
Asparaginet 8,69 15,59 3,20 3,53 3,46 4,08
0,76 1,07 0,26 0,25 0,28 0,34
Ac aspartique 7,45 8,51 5,65 5,54 4,81 5,14
0,65 0,58 0,45 0,39 0,39 0,43
Ac glutamique 5,91 6,15 8,47 9,91 6,52 8,79
0,51 0,42 0,68 0,70 0,53 0,73
Phenylalanine 2,68 2,59 4,18 3,68 4,80 3,83
0,23 0,18 0,33 0,26 0,39 0,32
Prohne 097 308 218 337 887 1,13
0,08 0,21 0,17 0,24 0,72 0,09
Alanine 0,28 0,20 0,40 0,37 0,33 0,42
0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,04
Lysine 0,45 0,41 0,40 0,29 0,28 0,00
0,04 0,03 0,03 0,02 0,02 0,00
Histidine 1,34 1,10 0,84 2,21 0,87 1,91
0,12 0,07 0,07 0,16 0,07 0,16
Arginine 6,28 6,17 4,44 2,69 4,25 3,19

0,54 0,42 0,36 0,19 034 0,27

Au niveau des acides ammnés totaux, les conclusions sont trés différentes pour 'arginine, la
lysine, la sérine, la leucine, I'1soleucine, la valine et I’alanine, Phypothése nulle est a rejeter
simplement dans le cas de la phénylalanine Ces conclusions sont importantes pour de
futures études chimiotaxonomiques mettant en oeuvre les concentrations en acides aminés
car l'utilisation de bases de référence différentes peut conduire 4 des conclustons appar-
emment contradictoires

Nous avons aussi étudié, au niveau des genres et des espéces, la répartition des principaux
acides aminés libres et du dipeptide en vue de leur importance taxonomique Au niveau des
genres, nous avons fait abstraction de la variation interspécifique et nous avons considéré
les moyennes des teneurs en acides aminés

Le genre Pseudovigna se caractérise par ’absence de y-glutamylphénylalanine et une
teneur en acides aminés libres trés faible Le genre Macrotyloma présente en général une
concentration importante en ce dipeptide, une teneur en acides aminés hibres élevée et une
concentration en arginine faible Le genre Dolichos a une concentration en y-glutamyl-
phénylalanine faible, une teneur en acides aminés libres moins élevée et une concentration
en arginine assez importante

On remarque qu’aucun acide aminé hibre ne parvient a lut seul a différencier compléte-
ment les trois genres En effet, M stenophyllum n’est pas séparé des Dolichos s1 on compare
sa teneur en dipeptide Cependant, les teneurs en y-glutamylphénylalanine et aussi en
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A LA MATIERE AMINEE LIBRE TOTALE* ET LA MATIERE AMINEE TOTALE}
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7441 6932 62,79 61,19 63,05 7099 19,54 843 633 50,89 38,70 0,00
578 524 4385 488 443 338 102 017 0,18 144 206 000
232 740 699 626 640 538 876 58 000 628 2701 21.54
018 05 054 050 045 026 046 0,12 000 018 145 016
237 337 574 814 657 299 574 1273 532 1,81 220 3178
0,18 025 044 065 046 014 030 025 015 005 012 023
623 659 890 1225 964 961 923 2489 2661 7,12 722 3879
048 050 069 098 068 046 048 D49 076 020 038 028
805 299 666 512 507 400 230 207 1,00 514 205 084
062 023 051 041 036 019 012 004 003 015 011 001
128 1,11 4,49 245 248 000 1919 175 197 076 084 000
0,10 008 035 020 018 000 100 003 006 002 004 0,00
036 046 059 031 039 060 047 220 236 095 1,13 1,78
003 003 005 002 003 003 002 004 007 003 006 001
026 030 027 024 034 048 048 109 1,69 083 057 000
002 002 002 002 002 002 002 002 005 002 003 000
233 1,57 058 011 135 015 104 143 000 549 212 089
018 012 004 001 009 001 005 003 000 016 011 001
1,64 58 219 2,82 269 508 31,14 3788 49,15 19,77 17,17 136
013 044 017 023 0,19 024 162 075 140 0,56 091 001

arginine, acide glutamique et proline permettent de différencier certaines espéces; en par-
ticuher nous avons amsi pu séparer M stenophyllum de D sericeus Le Schema 1 résume
ces conclusions

Les concentrations en acides aminés libres semblent étre, dans certamns cas, caractéris-
tiques de certaines espéces et ausst d’entités plus importantes telles que les genres

11 serait intéressant de déterminer I'influence des facteurs écologiques sur les variations
des teneurs en acides aminés hibres. Nous pensons cependant que la plupart des différences
observées dans ce travail sont probablement dues & des variations taxonomiques

Nous avons également calculé les teneurs en acitdes aminés protéiques et examiné leurs
variations en fonction des espéces La Fig | représente les différentes concentrations de
certains acides aminés protéiques Les variations de chaque acide aminé au sein d’une
méme espéce sont généralement paralléles et 1l semble qu’elles soient beaucoup plus
caractéristiques de la concentration en matiére aminée des échantillons plutdt que de P'espéce
ou du genre

Au niveau des acides aminés protéiques, la distribution entre variations écologiques et
taxonomiques est trés difficile 3 définir L’hypothése de I'égahité des teneurs en acides
aminés protéiques dans les genres Macrotyloma et Dolichos n’est pas a rejeter Seul, le genre
Pseudovigna se caractérise par des teneurs plus élevées qui le différencie nettement des deux
autres genres Ce fait n’est pas étonnant car Maréchal et Otoul!! signalaient que cette
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espéce présentairt des caractéres morphologiques qui se retrouvent notamment chez les
Galactunae D’autre part, Verdcourt,'? dans sa description latine du genre Pseudotigna,

indique une trés forte affinité avec le genre Pueraria D C

11 nous a également semblé intéressant de comparer les teneurs en actdes aminés libres,

Pseudovigna argentea
Dolichos trilobus

D glabrescens

D sericeus

Macrotyloma stenophyllum
M ellpticum

M africanum

M axillare

M uniflorum

4

Teneur en y-glutamylphenylalanine

S
0,0 P argentea

D trilobus

<01 D glabrescens

Y >0,2,<04 [D sericeus
M stenophytum

M ellipticum
M africanum
M axillare

M uniflorum

20,8

Teneur en acide

Teneur en acide

Proline

Proline

glutamique et
arginine

glutamique, argi-

nine et proline

absente

presente

Glu = 0,20
D trilobus Arg — 0.36
D glabrescens g:_: z g’?z

D sericeus }

M stenophyllum }

} M ellipticum

M africanum
M axillare
M umflforum

Glu = 0,05
Arg = 0,14
Pro = 0,01
Glu = 0,10
Arg = 0,33
Pro = 0,20

ScHEMA 1 PRINCIPALES VARIATIONS DES TENEURS EN ACIDES AMINES LIBRES (g/100 g de graines) DANS

LES DIFFERENTES ESPECES DE PHASEOLINAE

protéiques et totaux Nous avons amst pu montrer I'importance de la phénylalanine et de
I'acide glutamique Iibres La Fig 2 nous montre les variations des teneurs en phénylalanine
dans les différentes espéces Au niveau de certains Macrotvioma, la phénylalanine non
protéique (libre et provenant du dipeptide) représente plus de 40 9, de Ia phénylalanine totale
et plus de 909, de la phénylalanine protéique, acide glutamique hbre représente environ
209 de Pacide glutamique total et 25 % de 'acide glutamique protéique

Ces considérations peuvent étre importantes au miveau des problémes de sélection
permettant d’améliorer les teneurs en acides aminés essentiels des graines de I[égumineuses

11 MARgCHAL, R et Orour, E (1966) Bull Jard Bot Bruxelles 36, 235
12 VgrpcourT, B (1970) Kew Bull 24, 390
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dans un but alimentaire Du point de vue chimiotaxonomique, cette étude apporte des
arguments supplémentaires pour justifier la nouvelle subdivision du genre Dolich: s intro-
duite par Verdcourt 8

A Acide glutamique
550~ B Acide aspartique
500+ C Phénylalanine
a50}- D Histidine
o »
g 40 2
8 =]
o 350 5
S 300 ]
o
o 250 >
o 3
3 S
1,50 o
1,00
0,50
o) T T T T O 0 O OO0 I O
MANNDO—OONDYT NODD =~ B
TER8ER2FEE RREERRR

No des échantitions

Fic 1 CONCENTRATIONS EN g/100 g DE  FiG 2 CONCENTRATION DE LA PHE-
GRAINES DE QUATRE ACIDES AMINES PRO- NYLALANINE EN g/100g DE GRAINES
TEIQUES DANS LES DIFFERENTES ESPECES DE DANS LES DIFFERENTES ESPECES DE Mac-
Macrotyloma, Dolichos ET Pseudovigna rotyloma, Dolichos ET Pseudovigna
En blanc—phenylalanine protéique, en
noir—phenylalanine libre et provenant
du dipeptide

PARTIE EXPERIMENTALE

Materiel 1a hste des especes figure au Tableau 1 Pour la désignation de celles-c1, nous avons adopte la
nomenclature proposée recemment par Verdcourt® tout en indiquant en synonymie les noms generalement
admus avant la revision de cet auteur Les numeros d'introduction correspondent aux numeros des échan-
tillons d’herbiers conserves 4 la Chaire de Phytotechnie des Regions Chaudes, Gembloux Les graines
proviennent de plantes cultivees en serres conditionnées La determination du materzel a ete soigneusement
controlee par Marechal avec la collaboration de Wilczek Le nombre de chromosomes a ete détermine 2
partir du méme matenel 1314

Préparation des extraits Les graines préalablement séchees a I’etuve a 40° pendant 48 hr sont broyées au
moulin & marteaux et une prise d’essar (1 g) est extraite plusieurs fois avec un mélange alcool-H,O (1 1)
Jjusqu’a réaction negative A la ninhydrine Les extraits sont rassembles et homogeneisés Les echantillons
destinés a la 2-D PC sont purifiés sur une petite colonne de resine echangeuse de cations Le residu proven-
ant de I’eluat ammomacal est repris par 6 ml du mélange alcool-H,O et une quantite adequate est chromato-
graphiee Les échantillons destinés & 1’analyseur automatique d’acides amines ne sont pas soumis a une
purification préalable, les extraits sont evapores a sec et le résidu est dissous dans 10 ml de tampon citrate
(pH 2,2) Cette solution est passée sur une petite colonne de Dowex 2 X10, forme C1~ et une prise d’essai est
utilisee pour ’analyse

Dosage des acides aminés Le dosage des acides aminés libres et du dipeptide a été reahisé en deux étapes
analyse semi-quantitative par 2-D PC et analyse quantitative avec I'analyseur automatique L’analyse par
chromatographie sur colonnes de résines échangeuses d’ions donne des resultats quantitatifs avec une
precision suffisante (39,) Malheureusement, I'utilisation du tampon au citrate de sodium ne donne pas
d’excellentes separations pour tous les acides aminés libres et les dipeptides L’asparagine et la glutamine ne
se séparent pas de la sérine et de la thréomine L’acide pipecolique est elue avec la y-glutamylphénylalanie

13 MARECHAL, R (1969) Bull Jard Bot Bruxelles 39, 125
14 MARECHAL, R (1970) Bull Jard Bot Bruxelles 40, 307
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L’analyse semi-quantitative sur papier nous a permis de tirer certaines informations la serine, la thréonine
et la glutamine sont en concentration extrémement faible, la concentration en asparagine est nettement plus
importante que la somme des concentrations en sérine, thréonine et glutamine ce qui fait que le dosage de
Pasparagine ne sera guére faussé par la présence des trois acides ammes L’acide pipécolique est en con-
centration moyenne mais assez constante dans tous les échantillons excepté M uniflorum (72) qut en contient
nettement moins et Pseudovigna argentea qui n’en posséde pas Cet acide aminé ne génera que trés faible-
ment le dosage de la y-glutamylphénylalanine car 1l ne donne qu’un pic trés petit malgré des concentrations
de solutions témoins élevées

Chromatographie bidimensionnelle. La chromatographie sur papier Whatman 3 MM a eté réalisée en
utilisant comme solvant pour la premiére dimension n-BuOH-HCOOH-H,0 (15 3 2) et pour la seconde
dimension PhOH saturé par un tampon & pH 4,2 (acide citrique-Na,HPO, 2H;0, 0,08 M) Les acides
aminés ont été révélés par pulvérisation avec une solution de ninhydrine a 0,259 dans I'EtOH et chauffage
a I’étuve 4 110° pendant 10 min

Analyse automatique. L'appareil est un Beckman Unichrom Nous avons appliqué la méthode de
Deveny: '3 simple colonne, 2 tampons au citrate de Na (pH 3,28 et 4,25) La détermmation de P’azote total
a €té réahisée par la méthode du semu-micro Kjeldahl En vue de P’analyse des acides aminés totaux, la
poudre de graines a été soumise & une hydrolyse acide (HCI 6 N) pendant 22 hr 4 110°
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